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AB : NOVELTY - Preparation of biologically active microcapsules 
(MC) comprises encapsulating cells in a coating of 
biocompatible polymer (I) , where the new feature is that the 
cells are subjected to a fusion treatment. DETAILED DESCRIPTION 
- An INDEPENDENT CLAIM is also included for MC made of (I) and 
containing fused cells. ACTIVITY - Cytostatic; Antiarthritic ; 
Hepatotropic ; Antiinflammatory; Virucide; Neuroprotective; 
Hemostatic; Antiparkinsonian. No supporting data provided. 
MECHANISM OF ACTION - Gene Therapy.; USE - MC are useful in 
transplantation surgery; for immuno- isolated transplantation 
and/or for production of active agents, especially 
pharmaceuticals, metabolites, nutrients or chemical precursors, 
e.g. parathormone, insulin, erythropoietin, interferons, 
endostatin, tumor necrosis factor alpha receptor or antibody, 
coagulation factors or dopamine for treatment of e.g. hepatitis, 
multiple sclerosis, tumors, Gaucher disease, rheumatoid 
arthritis, hemophilia or Parkinson's disease (none claimed). 
ADVANTAGE - Fusion of the cells results in microcapsules of 
increased stability that remain intact and active for a long 
time, during storage and/or after implantation. Fused cells do 
not proliferate, so stresses on the inside wall of the capsule 
(which can cause cracks or rupture) are avoided and 
immunological isolation is maintained. Also in many cases 
production of active compounds is improved (especially of high 
molecular weight compounds) , so release into the environment is 
improved. Two or more types of cells, expressing different 
compounds, can be encapsulated together. 
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Beschreiburig 



[0001] Die vorliegende Erfindung betrirfl Verfahren zur 
Verkapselung von biologischen Zellen, insbesondere Ver- 
fahren zur Herstellung von biologisch wirksamen Mikro- 
kapseln, die Zellen enthalten, durch EinschlieSen der Zellen 
in einern Polymermaterial. Die Erfindung betrifft ferner Ver- 
fahren ziir Behandluhg von Zellen, insbesondere Verfahren 
zur Fusion von Zellen, und Mikrokapseln, die biologische 
Zellen enthalten. 

[0002] Es ist bekannt, bei allogenen oder xcnogcncn 
Transplantationen Irnmunreaktionen des Wirtsorganismus 
durch eine Mikroverkapselung des Transplantats zu desseri 
Immunisolation zu begegnen (s. F. Lim etaL in "Science", 
Bd. 210, 1980, S. 908-910, H. A. 'Clayton et al in "Acta Dia- 
betoL", Bd. 30, 1993, S. 181-189). Fiir die Verkapselung 
von allogenen oder xenogenen, endokrinen Gewebes haben 
sich spharische Alginatkapseln als vorteilhafl erwiesen (s. 
z. B. T, Zekom et al in "Acta DiabetoL* 1 , Bd. 29, 1992, S. 
41-52, P. De Vos et al. in "Biornaterials", Bd. 18, 1997, S. 
273-278, C. Hasse et al. in "Exp. .Clin. Endocrinol. Diabe- 
tes", Bd. 105, 1997, S. 53-56 und in "J; Microencapsula- 
tion", Bd. 14, 1997,. S. 617-626). 

[0003] Die Alginate sind Ca 24 *- oder Ba 2+ -vemetzt und fur 
die Immunisolation besonders wirksam, wenn sic gcrcinigt, 
d. h. moglichst rrei von mitogenen Kontaminationen sind (s. 
U. Zimmermann et al. in "Electrophoresis", Bd. 13* 1992, S. 
269-274, G. Klock et al. in "Biomaterials", Bd. 18, 197, S. 
707-713, DE-OS 198 36 960). Aus DE-OS 199 04 785 ist 
bekannt, die Stabilitat von Mikrokapseln durch Zusatz von 
Proteinen und/oder Perfluorkarbonen zum Polymermaterial 
iind/oder eine Nachbehandlung mit vSulfat- oder arideren 
Anionen zu erhohen. 

[0004] Die Transplantation alginatumhullteri Gewebes 
wurde nicht nur in Herversuchen, sondern auch in der Hu- 
manmedizin getestet So wird beispielsweise von C. Hasse 
et al. in "The Lancet", Bd. 350, 1997, S. 1296, die Mikrover- 
kapselungstechnik bei eiher allogenen. Nebenschilddriisen- 
transplantation im Muskclgcwcbc zweier Paticntcn mit pcr- 
manehter symptomatischer Unterfunktion der Nebenschild- 
drusen beschrieben. Nach der Behandlung mit Algiriat-im- 
munisoliertem Nebenschilddriisengewebe konnten die Pa- 
tienten aus dem Krankenhaus entlassen werden, ohne hypo- 
kalzarnische Symptome zu zeigen und ohne eine Therapie? 
zur Unterdriickung von Irnmunreaktionen zu benotigen. 
[0005] Obwohl mit der herkommlichen Technik untoxi- 
sche und fur den Empfanger vertragliche Verkapselungsma- 
terialien zur VerfOgung stehen, treten oftmals Probleme bei 
der Implantation verkapselter und gegebenenfalls gentech- 
nologisch veranderter Zellen auf. So zeigte sich, wie schon 
bei Herversuchen,'dass die von C. Hasse et al. beschriebe- 
nen Transplantate nur fiir eine beschrankte Zeit wirksam 
warcn, was auf das Vcrschwindcn der ^-ginatumhullungcn 
zuruckzufuhren ist. Es ist ferner beobachtet worden, dass 
Kapseln bereits kurze 2^eit hach der Transplantation Risse 
zeigen oder gesprengt werden, so dass die erwunschte Im- 
munisolation unwirksam wird. Es wurde auch festgestellt, 
dass Zellen aus den Kapseln herauswachsen und damit zu 
unerwiinschten Tmmunabwehrreaktionen seitens des Tm- 
munsystems des Empfangers fuhren. Diese Erscheinungen 
sind darauf zuruckzufUhren, dass die in der Kapsel befindli- 
x chen Zellen proliferiereni d. h. die Zellen wachsen weiter 
unter standiger Zellteilung. Ein weiterer Nachleil der Proli- 
feration von Zellen in Mikrokapseln ergibt sich daraus, dass 
haufig die Proliferation und Produktion von merapeutisch 
wirksamen Substanzen umgekehrt korreliert sind. Damit 
sind die Produktion und Sezernierung von Faktoren, Hor- 
monen und anderen Regulationsstoffen bei hei^ommlichen 



Kapseln in der Regel sehr geringi >\ 
[0006] Es ist allgemein bekannt, die Proliferation der Zel- 
len chemisch durch die Zugabe von sogenannten Proliferati- 
onshemmem zu inhibieren. Dazu. gehoren beispielsweise 
5 Entkopplersubstanzen, die auf die Mitochondrien wirken, 
wie CCCP und FCCR Diese Proliferationshemmer haben 
allerdings nachweislich den Nachteil, dass sie toxisch und 
daher medizinisch nicht zugelassen sind. Es ist ferner be- 
kannt, die Teilungsfahigkeit von Zellen durch radioaktive 
10 Bestrahlung zu beeihtrachtigeri. Nachteilig ist jedoch, dass 
durch die Bestrahlung nicht allc Zellen ihrc Prolifcrationsfa- 
higkeit verlieren und damit nur eine zeitlich beschrankte 
■, Hemmung der Proliferation moglich ist. 

[0007] Ein weiteres Problem bei hericommlichen Trans-:' 
is plantationen loesteht darin, dass durch Scherkrafte oder an- 
dere physikalische und chemische Krafte Haarrisse an der 
Kapsel auftreten konnen, so dass die eingeschlossenen 
Frenidzellen in Kontakt mit den Komponenten des Immuri- 
systems kommen, was zu unerwiinschten Immunabwehrre- 
20 aktionen des Empfangers ftihrt. 

[0008] Es ist Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ver- 
besserte Verfahren zur Herstellung von biologisch wirksa-. 
men Mikrokapseln zur Verfugung zu stellen, die biologische 
Zellen enthalten und mit denen die Nachteile herkpmmii- 
25 chcr Vcrkapsclungstcchnikcn iabcrwunden werden. Es sol- 
len insbesondere Mikrokapseln mit einer erhohten Stabilitat 
hergestellt werden konnen, die bei Lagerung und/oder nach 
Implantation in den Empfanger intakt und wirksam bleiben. 
Die Aufgabe der Erfindung ist es auch, verbesserte Mikro- 
30 kapseln fur Zelltransplantationen bereitzustellen, die sich 
durch eine erhohte Langzeitstabilitat auszeichnen. 
[0009] Diese Auf gaben werden mit Verfahren und Mikro- 
kapseln mit den Merkmalen gemafi Patentanspruch 1, 19 
oder 20 ge!6st. Die Unteranspriiche definieren bevorzugte 
35 Ausf^tirungsformen der Erfindung. . 

[0010] Eine Grundidee der Erfindung ist es, biologisch 
wirksame Mikrokapseln mit biologischen Zellen bereitzu- 
stellen, die einer Fusionsbebandlung unterzogen worden 
sind. Durch dicsc Mafinahmc wird vortcilhaftcrwcisc si- 
40 chergesfellt, dass die in den Mikrokapseln befindlichen Zel- 
len nicht proliferieren. Nach Herstellung der Mikrokapseln 
,wird eine Belastung der Kapseln von innen her vermieden. 
Eine Rissbildung oder gar Durchbriiche werden ausge- 
schlossen. Die in den Mikrokapseln befindlichen Zellen 
45 bleiben vom Kapselmaterial eingeschlossen. Die Kapseln 
bleiben fiir die Immunisolierung der Zellen wirksam. 
[0011] Die Erfinder haben festgestellt, dass die Prolifera- 
tion der in der Kapsel eingeschlossenen fusionierten Zellen 
verhindert wircL Damit bleibt die Kapsel unbeschadet erhal- 
50 ten und kann iiber einen langen Zeitrauin die inununisolie- 
rende Wrkung ausuben. Da die Proliferation unterdriickt ist, 
kommt es in vielen Fallen in erfindungsgemaB hergestellten 
Mikrokapseln zu cincr erhohten Produktion der thcrapcu- 
tisch wirksamen Faktoren. Dies wirkt sich besonders vor- 
55 teilhaft aus, wenn diese Faktoren ein hohes Molekularge- 
wicht besitzen. Durch die hohe Substanzkonzentratioh in 
der Mikrokapsel wird die Abgabe an die Umgebung des 
; Transplantationsortes gefordert. 
[0012] Es hat sich als besonders vorteilhaft erwiesen, 
60 wenn mindestens drei fusionierte Zellen verkapselt werden, 
weil dann eine Proliferation bereits weitgehend ausge- 
schlossen ist. Es ist allerdings auch moglich, die Zellen zu 
sogenanriteh '^Riesenzellen" von mehr als drei Zellen (bis zu 
, etwa 106 Zellen) zu fusionieren. In einer erfindungsgemaB 
65 hergestellten Mikrokapsel konnen ferner mehrere Zellen 
enthalten seiri, die jeweils aus mehreren 21ellen fusioniert 
sind. 

[0013] Als biologische Zellen fur die Fusion und Verkap- 
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selling -konnen arfindungsgemaB alle Zellen verwendet wer- 
den, aUein oder kombiniert Wirkstoffe in ihre Umgebung se- 
zernieren oder abgeben. 

[0014] Zu den Wirkstoffen,zahlen im weitesten Sinne alle 
therapeutischen Faktoren fur die Behandlung verschieden- 5 
ster Erkrankungen. Die biologischen Zellen kOnnen dabei 
aus Gewebe stammen oder in Form von Zelllinien verwen- 
det werden. 

[0015] Praktisch alle Zellen besitzen Obernachenanti- 
gene. Diese ZeUoberflachenproteine sind an der Regulation' 10 
dcr Immunantwort sowic dcr IransplantatabstoBung bctci- 
ligt. GemaB einer besonders vorteilhaften Ausfuhrungsform 
der Erfindung werden Zellen verwendet, die frei von Ober- 
flachenantigenen sind, die MHC-Antigene der Klasse I urh- 
fassen. Da die MHC-Molekiile uber Abstofiungsreaktionen is 
bei 'Iransplantationen entdeckt wurden, erhielten sie die Be- 
zeichnung "Transplantationsantigene" bzw. "Gewebsver- 
traglichkeitskomplexe" (Major Histo Compatibility Com- 
plex; MHC). Der Vorteil dieser Zellen besteht darin, dass 
auch im Fall einer Verletzuhg der Mikrokapsel (z, B. Bil- 20 
dung von Haarrissen durch auBere Einflusse) keine Immun- 
reaktion ausgelost wird. ErfindungsgemaB konnen Zellen 
ohne MHCl-Antigene, wobei diese Zellen gegebenenfalls 
zur Expression.bestimmter merkmalspezifischer Gene gene- 
tisch transformicrt sind, auch ohnc die bcschricbcnc Fusi- 25 
onsbehandlung verkapselt werden. 

[0016] Die MHC-Antigene sind meist Glycoproteine, die 
. in der Zelloberflache verankert sind und aus zwei Polypep- 
tidketten bestehen. Ihrer Funktion nach werden sie in ver- 
schiedene Klassen eingeordnet, d. h. in die Klassen I, II und 30 
m. 'Alle drei Klassen binden Peptidfragmente, die sie den 
Zellen des Inimunsystems prasentieren. Die MHCI-Anti- 
gene lassen sich auf alien kernhaltigen Zellen nachweisen. 
Sie prasentieren endogene Antigene und erm5glichen die 
Interaktion mit Tg-Zellen. Durch Stimulation zytotoxischer 35 
T-Zellen ist eine TransplantationsabstoBung auslosbar. 
[0017] Es hat sich nun uberraschenderweise gezeigt, dass, 
wenn die biologischen Zellen keine Oberflachenantigene 
insbesondcrc. des Typs MHCI aufweisen, vom Immunsy- 
stem ein Empfangers nicht als fremd erkannt werden, falls 40 
sie aus der schutzenden Kapsel heraustreten. 
[0018] Es werden -als Oberflachenantigen-freie Zellen 
vorzugsweise Zellen verwendet, die zu einer Zelllinie von 
Burkitt-Zellen, insbesondere zur Burkitt-Zelllinie Ramos, 
gehoren. 45 
[0019] Falls die Oberflachenantigen-freien Zellen nicht 
die gewiinschten Wirkstoffe produzieren, so werden sie ge- 
mSB einer weiteren Ausflihrungsform der Erfindung einer 
genetischen TVansformation unterzogen, bei der den Zellen 
genetisches Material zugefiigt wird, das die Produktion des 50 
mindestens einen WirkstofFs kodiert. 

[0020] Die genetische Transformation umfasst ein Ein- 
schlcuscn von Gcncn, die die gewiinschten Wirkstoffe ko- ■ . 
dieren, bspw. in Burkitt-Zellen. Das Einschleusen erfolgt 
nach an sich bekannten Techniken, zfB. durch Hektropora- 55 
tion oder unter Verwendurig von Kalziumphosphat. 
10021J Als Material fiir die Verkapselung konnen aUe Po- 
lymere verwendet werden, die vom Empfanger ohne Weite- 
res akzeptiert werden. Dazu z^hlen natiirliche oder syntheti- 
sche Polymere. Welches Polymer verwendet wird, hangt 60 
von der Biokompatibilitat und damit auch vomTVansplanta r 
tipnsort ab. Fusionierte Zellen werden rnit dem Polymerma- 
terial in Kontakt gebrachl und darin eingeschlossen, gefolgt 
von einer Vernetzung des Polymermaterials. 
[0022] Es hat sich in der Praxis herausgestellt, dass als 65 
. Material fur die Verkapselung am gunstigsten ein nattirli- 
ches Polymer verwendet wird. Unter diesen naturlichen Po- 
lymeren werden bevorzugt Alginatpolymere verwendet. Die 



Herstellung von Mikrokapseln mit Alginat als Kapselmate- 
rial erfolgt vorzugsweise nach an sich bekannten Verfahren, 
wie sie beispielsweise in DE- OS 198 36 960, DE- • 
OS 199 04 785 und DE-OS 42 04 012 beschrieben sind. 
[0023] ErfindungsgemaBe NDkrokapseln konnen die ver- 
schiedensten Formenbesitzen, z. B. spharische Farmen oder . 
insbesondere bei Verkapselung adharenter Zellem je nacb ' 
Gestalt der Festphase auch nicht-spharische Formen. 
[0024] Die Fusion der Zellen kann durch Behandlung im 
elektrischen Fetd/mit chemischen Substanzen oder mit "Vl- 
rcn crfolgcn. Auf wclchc Wcisc die Fusion durchgefuhrt 
wird, hangt in der Regel von der spateren Verwendung der 
Zellen ab. Bei einer medizinischen Verwendung werden - 
elektrische Verfahren bevorzugt, cla die Behandlung mit 
Chemikalien oder inaktivierten Viren eine medizinische Zu- 
lassung erschwert 

[0025] Die Fusion im elektrischen Feld (Elektrpfusion) ist 
mitderweile eine an sich bekannte und entwickelte Methode 
(siehe U, Zimmermann et al. in "Electromanipulation of 
Cells" CRC Publisher, Boca Raton.USA, 1996 und U, Zim- 
mermann in "Biochimica et Biophysica Acta", Bd. 694, 
1982, Seite 227-277). Die Elektrofusion wurde beispiels- 
weise erfolgreich zur Hybridisierung tierischer Zellen, wie 
Hybridomzellen, und Hefen angewendet. Die Elektrofusion 
hat gegeniiber den andcren Fusionsvcrfahrch den besondc- 
ren Vorteil, dass die Zahl der zu fusionierenden Zellen ge- 
zielt eingestellt werden kann. AuBerdem besitzt sie den Vor- 
teil einer hohen Fusionsausbeute. In den Fusionspraparaten 
treten keine toxischen oder immunogenen Produkte oder 
ren auf, was in Bezug auf die medizinische Zulassung erfin- 
dungsgemafi hergestellter Mikrokapseln von Vorteil ist: Die 
Elektrofusiou wird nach an sich bekannten Fusipnsprotokol- 
len durchgefuhrt. Beispielsweise erfolgt die Fusion suspen- 
dierter Zellen mittels elektrischer Impulse in zwei Stufen. 
[0026] ZunSchst werden die zu fusionierenden Zellen ei- 
nem elektrischen Wechselfeld ausgesetzt, in dem sie sich in- 
folge von Dielektrophorese gegehseitig anziehen. Im zwei- 
ten Schritt wird die Elektrofusion durch kurze elektrische 
Glcichstrompulsc ausgelost. Dabei kommt cs zu Intcraktio- 
nen vori Membranteilen, die zur Fusion fuhreii. Zur Fusion 
von adharenten Zellen kann auf die dielektrophoretische . 
Ausrichtung im Wechselfeld verzichtet werden, da die Zel- 
len bereits vorab irri en gen Membrankontakt stehen. 
[0027] Sollte beispielsweise aufgrund von Umgebungsbe- 
dingungen oder der Natur der Zelle eine Elektrofusion nicht 
angebracht sein, so kann im erfindungsgemaBen Verfahren 
eine chernische Fusion durchgefuhrt werden. Dafur sind be- 
reits verschiedene chernische Substanzen, wie z. B. Poly- 
ethylenglykol (PEG), bekannt. 

[0028] In einigen Fallen kann es auch von Vorteil sein, er- 
fi ndungsgemaB fiir die Fusion der Zellen Viren einzusetzen. 
Die Fusion erfolgt beispielsweise mit inaktiviertenvSendai- 
Virus, Herpes simplex- Virus oder Epstcin-Barr-Wus. 
[0029] Es hat sich in der Praxis als giinstig etwiesen, die 
Fusion der biologischen Zellen vor dem EinschlieBen in das . 
Polymermaterial (Verkapselung) durchzutuhren, um ggf. 
nicht fusionierte Zellen abtrennen zu konnen. Durch Abtren- 
nung nicht fusionierter Zellen werden diese von der Verkap- 
selung ausgeschlassen. Vorteil hafterweise ergiht sich eine 
erhohte Proliferationsunterdriickung. 
[0030] Die Abtrennung der fusionierten Zellen von den 
nicht fusionierten Zellen vor der Verkapselung kann nach 
verschiedenen Melhoden erfolgen. In Abhangigkeit der fu-. 
sibnierten Zelllinien kann eine Abtrennung iiber Selektions- 
medien durchgefuhrt werden, wozu beispielsweise die IIXT- 
Selektion zahlL Bei dieser Selektion sterben nicht fusio- 
nierte Zellen ab, wahrend die fusionierten Zellen iiberleben. 
Allerdings ist ' dieses. Abtrennungsverfahren nur fur be- 
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stinimte selektive Zelllinien geeigaet. 

[0031] Weitere Trennmethoden basieren auf einer 

- Nahrstofflimitierung in der Proliferation (Absterben . 
der nicht fusionierten Zellen), 5 

- Auftrennung nach der ZellengrdBe (fusionierte Zel- 
len sind grower als nicht fusionierte ZeUen, Trennung 
z. B . durch Anwendung eines Siebes mit einer definier- 
ten Maschenweite), 

- Abtrennung mit elektrischen Feldern, insbesondere 10 
diclcktrophorctischc Trennung, 

Erfassung von Dichtegradienten, und/oder ' 

- Erfassung von GroBenunterschieden nach der Fu- 
sion mittels DurchftuBzytornetrie (FACS). 

15 

[0032] Hirt weiteres vorteilhaftes Verfahren zur Abtren- 
nung der nicht fusionierten Zellen besteht in der Ausiibung 
eines hypotonen Schocks. Diese Methode beruht auf der Ei- 
genschaft, dass die fusionierten Zellen einen groBen Uber- 
schuss an Plasmamembran besitzen und damit eine groBere 20 
osmotische Resistenz aufweisen. Bei dieser Anwendung 
musseri fur jede Zelllinie bestimmte Gsmolaritaten (0 bis 
200mOsm), bestimmte Inkubationszeiten (3 bis 30min) 
und bestimmte Ausheilzeiten (10 min bis 2 h) zwischen Fu- 
sion und hypotoncm Schock ausgcwahlt werden. 25 
[0033] SchlieBlich konnen die zu fusionierenden Zellchar- 
gen, gleicher oder unterschiedlicher Art, vor der Fusion mit 
unterschiedlichen Fluoreszenzmarkem markiert werden 
(FAGS, Fluoreszenzmikroskopie), urn nach der Fusion uber 
Fluoreszenzanalyse die fusionierten Zellen von den nicht f u- 30 
i sionierten zu unterscheiden und damit abzutrennen: . 
[0034] ErfindungsgemaB kann vorgesehen sein, die be- 
schriebenen Methoden zur Abtrennung der nicht fusionier- 
ten Zellen zu kombinieren. 

[0035] Altemativ kann die Fusionsbehandlung der Zellen 35 
auch nach dem EinschlieBen in das Polymermaterial, vor 
oder nach dessen Vernetzung zur Bildung der Mikrokapsel 
erfolgen; Hierzu wird cue Zahl pro Volumeneinheit zu. ver- 
kapsclndcn Zellen so hoch gcwahlt, dass sich durch Diclck- 
trophorese ein Membrankontakt ausbilden kann. Die Fusi- 40 
onsbedingungeh werden unter Beriicksichtigung der Beein- 
flussung des elektrischen Feldes durch das Kapselmaterial 
eingestellt. 

[0036] GemaB einer vorteilhaften Ausfiihruhgsform der 
Erfindung werden Mikrokapseln mit Zellen hergestellt, die 45 
zunachst adharent auf einer Festphase aufgewachsen sind; 
Als Festphase werden beispielsweise Kunststoflfkugeln (sp- 
genannte Beads), wie z. B. Gytodex, Alginatkugeln (siehe 
EP 98 101 337) oder Collagenbeschichtete Hydrbgelmatri^ 
zen, oder planare Oberflachen verwendet. Die \ferweridung 50 
adharent gewachsener Zellen ist fiir die Fusion der Zellen 
vor oder ggf . nach der Verkapselung von Vorteil. Die Zellen 
befinden sich auf der Festphase in dircktcm Kontakt, so dass 
zur Fusion auf eine Ausrichtung der Zellen verzichtet wer- 
den kann. Dies ist von besonderem Vorteil, wenn die Fusion 55 
nach der Verkapselung erfolgt. — 

[0037J GemaB einer abgewandelten Ausfiahrungsform der 
Erfindung werden die adharenten Zellen der Fusion unterzo-. 
gen, anschlieBehd von der Festphase in eine Suspension 
uberfuhrt und schlieBlich in einem Polymermaterial yerkap- 60 
seit Die Oberfuhrung in die Suspension erfolgt durch Abl6- 
sen von der Festphase nach an sich bekannten Verfahren, 
z. B. durch enzymalische oder mechanische Einwirkungen. 
[0038], Die Erfindung umfasst die Verkapselung von Zel- 
len gleicher oder verschiedener Spezies. Die erfindungsge- 65 
maB vorgesehene Fusion ist entsprechend eine homologe 
Fusion, bei der gleichartige Zellen verschmolzen werden, 
oder eine heterologe Fusion zwischen verschiederiartigen ■ 



Zellen, Ein besonderer Vorteil der heterologen Fusion be- 
steht dann, wenn die yerschiedenen Zellarten verschiedene 
Wirksubstanzen erzeugen. Falls beispielsweise eine erste 
Zellart A einen Faktor 1 und eine zweite Zellart B einen 
Faktor 2 sezemiert, konnen fusionierte Zellen A + B beide 
Faktoren sezernieren. Dies ist fur die therapeutische Ver- 
wendung transplantierter Mikrokapseln von groBem Vorteil. 
[0039] Die heterologe Fusion wirkt sich auch. bei der Er- 
zeugung von Wirksubstanzen mit besonders groBen, thera- 
peutisch wirksamen Molekiilen aus, die aus verschiedenen 
Domanen bestchen, Zwci verschiedene ^lllinicn gencric- 
ren beispielsweise zwei verschiedene Domanen. Das aus 
beiden Domanen gebildete therapeutische Molekiil wird in 
der Mikrokapsel und bei genugend hoher Expression auch 
auBerhalb der Mikrokapsel am Ort der Transplantation be- 
reitgestellt. Die Domanen werden auBerhalb der Mikrokap- 
sel kombiniert und damit zur aktiven Form uberfuhrt. 
[0040] Zur Herstellung der Mikrokapseln werden bei- 
spielsweise gemaB DE-OS 42 04 012 fusionierte Zellen in 
einer Losung eines hochgereinigten Alginats suspendiert. 
Diese Suspension wird dann durch eine Sprtihduse gebla- 
. sen. Bei dem am Dusenausgang entstehenderi TVopfen um- 
schlieBt die auBere Alginatlosung die in der Alginatlosung 
suspendierten fusionierten Zellen. Die Zellen liegen gleich- 
sam als in der Alginatmatrix cingcschlosscn vor. Die Algi- 
nattropfen werden anschlieBend mit einer Vemetzerlosung 
(z. B. Bariumsalziosung) vernetzt, wonach die Kapseln 
dann mit isotoner Kochsalzlosung gewaschen werden. 
[0041] Beispiele fur erfindungsgemaB verkapselte Gewe- 
bezellen sind fusionierte Zellen aus dem Nebenschilddru- 
sengewebe, der Bauchspeicheldruse, der Nebennierenrinde, 
so wie Knochenmarkszellen, Lymphknotenzellen, Knorpel- 
zellen und Osteoblasten. 

[0042] Des Weiteren ist es auch mCglich, mit dem erfin- 
dungsgemaBen Verfahren Zelllinien zu verkapseln, die den 
Vorteil haben, dass Plasmide mit Genen, die fur einen thera- 
peuuschen Faktor codieren, eingeschleust und exprimiert 
werden konnen. Zu den Zellinien zahlen beispielsweise 
VERO (kidney cells, adulter African green Monkey), 
CHO (Chinese hamster ovary cells), 
hEK 293 (human embryonal kidney cells), 
Hep G2 (Leberkarzinomzelllinie als Test fiir EPO-Freiset- 
zung), 

TF1 (human erythroieukaemia), 
Burkitt (B-Zellenlymphoma), und 
primare Zellen und Stammzellen. 

[0043] Vor Implantation in den Empfanger ist es empfeh- 
lenswert, die Zellen einem Funktionstest (Ermittlung der 
Lebendzellzahl) zu unterwerfen. Die Funkubn kann getestet 
werden, indern der Faktor, den die fusionierte Zelle sezer- 
niert, im Uberstand, vor und nach der Verkapselung gemes- 
sen wird. Daruber hinaus konnen ebenfalls gangige Vitali- 
tatstcsts durchgefuhrt werden. Dazu gchorcn der Propidiu- 
miodid-Nachweis und der Trypanblau-Nachweis. Bei adha- 
rent wachsenden Zellen wird auch ihre Fahigkeit untersucht, 
wieder adharent zu werden. Zusatzlich werden Differenzie- 
rungstests nach der Aktivierung, z. B. DMSO bei Friend- 
Zellen zum Nachweis von Hamoglobin, angewandt. 
[0044] Die nach dem erfindungsgemaB, hergestellten ver- 
kapselten biologischen Zellen sind hervorragend in der 
Transplantationschirurgie, in der immunisolierten Trans- 
plantation sowie in der PYoduktion von Wirkstoffen, insbe- 
sondere Araieimittel, Metabolite, Nahrstofle, Vorstufen von 
Chemikalien usw., z. B. in einem Bioreaktor, einsetzbar. 
[0045] Beispielsweise konnen die folgenden WirkstofFe 
durch Transplantation verkapselter biologischer Zellen in 
den Empfanger abgegeben werden: 
Parathormon, 



DE 102 03 628 Al 



8 



Insulirv, ♦ . f , 

Erythropoietin (Dialysepauenten), ^ 
Interferon alpha (Hepatitis), 
interferon beta (Multiple Sklerose}, 

Endostatin (T\imorbeka^npfung), 5 
Angiostatin (T\imorbekairipfung), 
Glukozerebrosid Glukosidase (Morbus Gaucher), 
TNF alpha Rezeptor oder Antikorper (rheumatoide Arthri- 
tis), 

Gerinnungsfaktoren, z. B. Faktor VIII oder Faktor DC (Ha- 10 
mophilic), und 
Dopamin (Parkinson). 

[0046] Die vorliegeride Erfindung betrifft ebenfalls die 
Verwendiing der erfindungsgemaB hergestellten verkapsel- 
ten biologischen Zellen als immunisolierte TYansplantate in 15 
der Transplantationschirurgie.. 

Patentahspriiche 

.1. Verfahren zur Hemellung von biologisch wirksa- 20 
men Mikrokapseln durch EinschlieBen von biologi- 
schen Zellen in einer Umhiillung aus .einem biokompa- 
tiblen Polymermaterial, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Zellen einer Fusionsbehandlung unterzogen 
wcrdcn. .25 

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem bei der Fusi- 
onsbehandlung mindestens drei Zellen fusioniert wer- 
den. ' ■ r 

3. yerfahren nach Anspruch 1 oder 2, bei dem die Fu- 
sionsbehandlung der Zellen vor dem EinschlieBen in .30 
die Umhullung durchgefuhrt wird. 

.4. Verfahren nach Anspruch 3, bei dem nach der Fusi- 
onsbehandlung und vor dem EinschlieBen in die Um- 
hiillung nicht fiisionierte Zellen entfernt werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, bei dem die nicht fusio- 35 
nierten Zellen durch Selektion, Nahrstofflimitierung in 

. der Proliferation, ZellgroBenauftrennurig, elektrische 
Felder, einen Dichtegraclienten, Durchflusszytometrie, 
Ausbildung cincs hypotoncn Schocks und/odcr Fluo- 
reszehzmarkierung von fusionierten Zellen getrennt 40 
und entfernt werden. . 

6. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, bei dem die Fu- 
sionsbehandlung der Zellen nach dem EinschlieBen in 
der Umhiillung durchgefuhrt wird. ' 

7. Verfahren nach mindestens einem der vorangegan- 45 
genen Anspriiche, bei dem die Zellen im frei suspen- 
dierten Zustand oder ifn adharenten Zustand der Fusi- 
onsbehandlung unterzogen werden. 

8. Verfahren nach mindestens einem der vorangegan- 
genen Anspriiche, bei dem die Fusionsbehandlung eine 50 
Elektrofusion der Zellen oder eine Behandlung der Zel- 
len mit chemischen Substanzen oder mit Viren urn- 
fasst. ' 

9. Verfahren nach Anspruch 8, bei dem zur chenuT 
schen Fusion eine Behandlung mit Polyethylenglykol 55 
erfolgt. 

10. Verfahren nach Anspruch 8, bei dem zur viralen 
Fusion Viren verwendet werden, die inaktivierten Sen- 
dai- Virus, Herpes simplex-Virus oder Epstein-Barr- Vi- 
rus umfassen. 60 

11. Verfahren nach mindestens einem der vorangegan- 
genen Anspriiche, bei dem als Polymermaterial nattirli- ' 
che und/oder synthetische Polymere verwendet wer- S 
den. 

- 12. Verfahren nach Anspruch 11, bei dem als nattirli- 65 
che Polymere Alginatpolymere verwendet werden. 

* * 13. Verfahren nach mindestens einem der vorarigegarf^ 
genen Anspriiche, bei dem Zellen verwendet werden, 



- die mindestens einen Wirkstoff in ihre Umgebung se- 
zernieren. . ' 

14. Verfahren nach Anspruch 13, bei dem Zellen ver- 
wendet werden, die auslnologischem Gewebe oder aus 
kultivierteri Zelllinien stammen. 

15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, bei dem Zel- . 
len verwendet werden, die keine Oberflachenantigene 
aufweisen, die MHC-Antigene der Klasse I umfassen. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, bei dem Zellen ver- 
wendet werden, die zu einer Zelllinie von Burkitt-Zel- 
lcn gehoren. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, bei dem Zellen ver- 
wendet werden, die zur Burtott-ZeLllinie Ramos gehd- 
ren. 

18. Verfahren nach einem dei* Anspruch 15 bis 17, bei 
dem Zellen verwendet werden, die einer genetischen 
Transformation unterzogen wurden, bei der den Zellen 
genetisches Material zugefugt wird, das die Produktion 
des mindestens einen WirkstofFs kodiert. 

19. Verfahren zur Herstellung von biologisch wirksa- 
rrien Mikrokapseln durch EinschlieBen von biologi- 
schen Zellen in einer Umhullung aus einem biokompa- 
tiblen Polymermaterial, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Zellen zur Burkitt-Zelllinie Ramos gehoren und ei- 
ner Behandlung unterzogen wcrdcn, die cine gencti- ' 
schen Transformation und eine Fusionsbehandlung 
umfasst, wobei bei der genetischen Transformation die 
Zellen zur Produktion mindestens eines WirkstofFs ein- 
gerichtet und bei der Fusionsbehandlung fusioniert 
werden. 

20. Mikrokapsel aus einem biokompatiblen Polymer- 
material, die fusionierte biologische Zellen enthalt. 

21. Mikrokapsel nach Anspruch 20, die homolog fu- 
sionierte Zellen enthalt. 

22. Mikrokapsel nach Arispruch 20, die heterolog fu- 
sionierte Zellen enthalt. 

23. Mikrokapsel nach einem der Anspriiche 20 bis 22, 
bei der die Zellen adharent mit Festphasen verbunden 
sind. . ; 

24. Mikrokapsel nach einem der Anspriiche 20 bis 23, 
bei der die Zellen frei von Oberflachenantigene sind, 
die MHC-Antigene der Klasse I umfassen. 

25. Mikrokapsel nach Anspruch 24, bei der die Zellen 
zur Burkitt-Zelllinie Ramos gehoren. 

26. Mikrokapsel nach Anspruch 25, bei der die Zellen 
genetisch transformierte Zellen der Burkitt-Zelllinie 
Ramos sind. 

27. Mikrokapsel nach einem der Anspriiche 20 bis 26, 
bei der das Polymermaterial Alginatmaterial umfasst. 

28. Verwendiing eines Verfahrens oder eine Mikrokap- 
sel nach mindestens einem der vorangegangenen Anv 
spriiche: 

in der Transplantadonschirurgic, • 
zurimmunisolierten Transplantation, und/oder 
in der Produktion von WirkstofFen, insbesondere Arz- 
neimitteln, Metaboliten, Nahrstoffen und Vorstufen 
von Chemikalien. 
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